D01:10. 11931/guihaia. gxzw202302017 


榭 蕨 根 芭 响应 钙 胁迫 的 差异 表达 代谢 物 分 析 


RAK, REX, SAG, PAE, 檀 龙 颜 * 

(贵州 中 医药 大 学 药学 院 , 贵阳 , 550025) 
摘要 : 榭 蕊 为 喀斯特 地 区 典型 的 附 生 蕨 类 植物 , 主要 通过 其 根茎 附 生 于 岩石 的 表面 或 缝隙 中 。 
同时 ， 栅 蕨 以 干燥 的 根茎 入 药 ， 具 有 重要 的 药 用 价值 。 为 研究 Cax 胁 迫 下 榭 蕨 根茎 中 代谢 物 
的 变化 ， 采 用 超 高 效 液 相 色 谱 联 用 四 极 杆 飞行 时 间 质 谱 CUPLC-QTOF/MSO 技术 对 不 同 浓 
FE (0、600、1 200 mmol: L!) Ca2 胁 迫 下 榭 蕨 根茎 进行 非 靶 向 代谢 组 学 分 析 。 结 果 显 示 : CDD 
鉴定 到 64 种 差异 表达 代谢 物 。(2) 在 0、600 mmol:L-: 比较 组 中 有 48 个 差异 表达 代谢 物 ， 
Æ 0, 1200 mmol L^ 比较 组 中 有 45 个 差异 表达 代谢 物 ， 在 600、1 200 mmol L^! 比较 组 中 有 
44 个 差异 表达 代谢 物 。(3 ) 鉴定 到 的 差异 表达 代谢 物 根据 其 化 学 分 类 归属 信息 进行 归 类 ， 
分 为 5 类 。 该 文 结 果 表 明 ，Ca 关 胁迫 影响 榭 蕨 根茎 的 氨基 酸 代 谢 、 黄 酮 类 化 合 物 生物 合成 、 
木质 素 生 物 合成 、 脂 肪 酸 代 谢 及 其 他 途径 。 通 过 非 靶 向 代谢 组 学 分 析 ， 初 步 揭示 了 参与 榭 蕨 
根茎 应 答 Ca2 胁 迫 的 关键 代谢 物 ， 为 进一步 研究 榭 蕨 适应 Ca2 胁 迫 的 调控 机 制 黄 定 了 基础 ， 
也 为 榭 蕨 根茎 药材 的 品质 改善 提供 新 思路 。 
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Analysis of differentially expressed metabolites in Drynaria 


roosii rhizome in response to calcium stress 


WU Yilin, LI Hui, MA Hongna, LI Weizhong, TAN Longyan* 
(School of Pharmacy, Guizhou University of Traditional Chinese Medicine, 
Guiyang 550025, China) 
Abstract: Drynaria roosii is a typical epiphytic pteridophyte in Karst area, which lives on the 
surface or crevices of rocks mainly through its rhizome. At the same time, the dried rhizome of the 
D. roosii is used as medicine and has important medicinal value. In order to study the changes of 
metabolites in D. roosii rhizome under Ca** stress, the D. roosii rhizome under different 
concentrations (0, 600, 1 200 mmoLL!) of Ca^ stress was analyzed by using the 
ultra-performance liquid chromatography tandem quadrupole time-of-flight mass spectrometry 
(UPLC-QTOF/MS). The results were as follows: (1) a total of 64 differentially expressed 
metabolites were identified. (2) 48 differentially expressed metabolites were identified between 
the 0 and 600 mmol L^! comparison group, 45 differentially expressed metabolites were identified 
in the 0 and 1 200 mmol-L”! comparison group, and 44 differentially expressed metabolites were 
identified in the 600 and 1 200 mmol-L! comparison group. (3) The identified differentially 
expressed metabolites are classified into five categories according to their chemical classification 
information. These results indicate that Ca?* stress affected the amino acid metabolism, flavonoids 
biosynthesis, lignin biosynthesis, fatty acid metabolism and the other pathways of the D. roosii 
rhizome. Through non-targeted metabolomics analysis, the key metabolites that response to Ca?* 
stress in D. roosii rhizome were revealed. These results laid a foundation for further study of the 
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regulatory mechanism of D. roosii adaptation to Ca?* stress, and also provided a new idea for the 
quality improvement of medicinal materials of D. roosii rhizome medicine. 
Keywords: Non-targeted metabolomics, high concentration of Ca?*, metabolic pathway, adaptive 
mechanism, Miao medicine 

喀斯特 面积 占 世界 陆地 面积 的 12%， 而 中 国 喀斯特 面积 占 世 界 喀 斯 特 面 积 的 15.696 
(Jiang et al., 2014; Wei et al., 2018) 。 喀 斯 特 生 境 脆弱 ， 其 浅 层 土壤 Ca# 浓 度 高 ， 对 贵州 普 
定 、 花 江 、 荔 波 和 罗 旬 等 典型 喀斯特 土壤 检测 发 现 ， 平 均 交 换 性 钙 可 达 3.61gkg!, F E 
其 他 非 喀斯特 土壤 含量 的 数 倍 〈 姬 飞腾 等 , 2009; Wei et al., 2018) 。Ca2 在 植物 生长 、 发 育 ， 
如 信号 转 导 、 膜 透 性 和 细胞 壁 重 塑 等 过 程 中 发 挥 着 重要 作用 (Bothwell & Ng, 2005; Hepler, 
2005) ， 但 高 浓度 Ca 影响 土壤 性 质 和 植物 对 其 他 矿质 元 素 的 吸收 《〈 郭 柯 等 , 2001) 。 在 高 
浓度 Ca? 下， 植物 细胞 对 Ca** 的 吸收 是 有 限度 的 ， 超 过 这 个 限度 叶绿体 会 直接 受 损 ， 光 合 
作用 会 受到 影响 ， 叶 片 衰 老 会 加 速 〈 倪 隆 康 等 , 2019) 。 因 此 ， 植 物 细胞 中 Ca 的 浓度 应 保 
持 在 较 低 的 水 平 ， 以 保证 植物 的 正常 生理 活动 (Borer et al.,2012) 。 目 前 ， 研 究 发 现 植物 主 
要 通过 富 集 Ca*、 排 出 Ca*、 合 成 渗透 调节 物质 、 合 成 抗 氧化 酶 、 调 节 固 醇 甲 基 转 移 酶 活 
性 等 方式 适应 喀斯特 高 浓度 Ca* 坏 境 ( 檀 龙 颜 和 马 洪 娜 ,2017〉 。 这 些 信息 对 于 了 解 喀斯特 
地 区 植物 的 适应 策略 具有 重要 意义 。Ca“ 胁 迫 研究 结果 将 有 助 于 喀斯特 地 区 植物 适应 机 制 的 
认识 ， 同 时 为 喀斯特 地 区 石 漠 化 治理 和 植被 重建 商定 基础 。 

榭 蕨 为 水 龙骨 科 植 物 ， 是 喀斯特 地 区 典型 附 生 植 物 〈 张 完 春 和 姚 正明 , 2017) . HERE 
贵州 为 广 布 种 ， 为 喀斯特 地 区 优势 植物 。 榭 蕨 以 干燥 根茎 入 药 ， 称 骨 碎 补 ， 苗 药 称 相 豆 炸 、 
大 界 扁 、 机 烟 等 ， 始 载 于 《雷公 炮 焦 论 》， 具 有 强 筋骨 ， 活血 止痛 的 功效 ， 主 治 五 劳 七 伤 、 
伤风 感冒 、 筋 骨 疼 痛 和 骨折 等 (国家 中 医药 管理 局 《中 华 本 草 》 编 委 会 , 2005) . AAI, fe 
蕨 人 工 栽 培 尚未 形成 规模 ， 对 于 栅 蕨 适应 非 生 物 胁迫 环境 的 研究 也 较 少 。 栅 蕨 叶片 响应 钙 胁 
人 迫 的 研究 发 现 ， 高 浓度 的 Ca 主要 通过 渗透 胁迫 抑制 榭 蕨 叶片 的 生长 ; 同时 和 蛋白质 组 学 分 析 
表明 ， 差 异 表 达 的 和 蛋白质 主 要 参与 蛋白 质 代 谢 、 所 基 酸 代谢 、 糖 和 能 量 代谢 、 光 合作 用 、 抗 
氧化 防御 途径 《Wu et al., 2023) 。 榭 蕨 根茎 响应 钙 胁 迫 生 理学 研究 发 现 ， 高 浓度 Ca# 导 致 组 
织 含水 量 下 降 诱发 渗透 胁迫 , 进而 在 细胞 内 产生 大 量 活性 氧 自 由 基 , 细胞 通过 合成 多 种 抗 氧 
化 酶 清除 活性 氧 自由 基 保 护 细 胞 免 受 氧化 性 损伤 ( 吴 依 琳 等 , 2023 )。 
= 代谢 组 学 能 够 揭示 不 同 物种 间 , 同一 物种 不 同 组 织 间 以 及 同一 物种 同一 组 织 在 不 同 逆境 
一 胁迫 下 代谢 图 谱 的 差异 ( 张 凤 和 陈 伟 , 2021 )。 代 谢 组 学 分 析 显 示 ， 钙 胁迫 下 桥 蕨 叶片 中 差异 
Q 代谢 物 主 要 涉及 氨基 酸 代谢 、 木 质 素 生物 合成 和 类 黄酮 生物 合成 等 途径 (Wu et al., 2023) ; 

同时 ， 李 伟 忠 等 〈2022) 发 现 ，Ca 胁 迫 下 越南 槐 种 子 萌发 过 程 中 差异 代谢 物 主要 为 黄酮 类 
代谢 物 和 脂肪 酸 代谢 物 ; 表明 不 同 代谢 物 在 不 同 植物 器 官 适 应 Ca”* 胁 迫 方 面 发 挥 着 不 同 的 件 

用 。 目前 , 代谢 组 学 已 成 为 深入 了 解 非 生 物 胁迫 下 植物 适应 性 代谢 反应 调控 的 重要 系统 生 4 
学 工具 〈 李 伟 忠 等 , 2022) 。 本 研究 依托 贵州 中 医药 大 学 国家 苗 药 工程 技术 研究 中 心 ， 采 用 
UPLC-QTOEF-MS 对 含 Ca# 浓 度 分 别 为 0(、600、1 200 mmol:L 1 的 Hoagland 营 养 液 处 理 苗 龄 2 
年 桥 蕨 植株 根 荃 进行 非 靶 向 代谢 组 学 分 析 。 通 过 差异 表达 代谢 物 的 变化 ， 拟 探讨 以 下 问题 : 
(OD 差异 代谢 物 主要 涉及 哪些 通路 ; (2) 高 浓度 Ca?”* 对 药材 品质 是 否 有 影响 。 
1 材料 与 方法 
L1 材料 

HBR (Drynaria roosii Nakaike) 在 孢子 体形 成 后 于 温室 中 种 植 2 年 。 在 人 工 气候 室 中 ， 
24 C，75% 湿 度 ，2 000 humolm2.s1〈 光 照 12h /上 暗 12h) 培养 条 件 下 ， 将 榭 蕨 植株 移 栽 于 花 
盆 中 ， 以 蚂 石 为 基质 ，Hoagland 溶 液 浇 施 7 d。 然 后 用 改良 的 Hoagland 溶 液 〈 将 Ca 浓度 调整 
730, 600. 1200 mmol-L!) 处 理 14 d， 处 理 浓度 选择 依据 同 Wu 等 (2023)。 每 天 更 换 Hoagland 


Th 


Ss 


202308.00730v1 


chinaXiv 


主 成 分 3 [3] 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


溶液 以 保持 稳定 的 Ca”* 浓 度 。 处 理 14 d 后 ， 采 收 新 鲜 根 茎 进行 试验 或 在 液 氮 中 迅速 冷冻 ， 并 
于 一 80 'C 冰 箱 保存 备用 。 每 个 处 理 6 个 生物 学 重复 。 
1.2 非 靶 向 代谢 组 学 分 析 

方法 参考 李 伟 忠 等 (2022) 的 方法 ,差异 表达 代谢 物 以 倍数 变化 三 1.5 或 三 0.67 标 准 进行 
ii, P<0.05. 


2 结果 与 分 析 


2.1 质 控 分 析 

采用 非 衣 向 代谢 组 学 方法 测定 了 Ca”? 胁 迫 下 榭 亥 根茎 差异 表达 代谢 物 的 变化 。 主 成 分 分 
析 (principal component analysis, PCA) 图 显示 ， 正 离子 模式 和 负离子 模式 下 的 每 组 样本 紧 
密 聚 在 一 起 ， 质 控 〈quality control, QC) 样本 、 不 同 处 理 样 本 间 分 离 明 显 ， 表 明 实 验 具有 良 
好 的 重复 性 (图 1)。 
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A. 正 离子 模式 ，B. 负离子 模式 。 
A. Positive ion mode; B. Negative ion mode. 
图 1 不 同 处 理 样本 和 QC 样本 的 PCA 评分 图 
Fig. 1 PCA plot of different treatment samples and QC samples 

2.2 差异 表达 代谢 物 分 析 

表达 上 调 的 差异 代谢 物 ”如 表 1 所 示 ， 与 对 照相 比 ， 氨 基 酸 代谢 途径 中 涉及 6 种 代谢 物 ， 
在 600 mmol-L:! Ca2 处 理 下 上 调 差异 倍数 较 大 的 为 N - 甲 基 - L-2E NAR, E1200 mmol -L"! 
Ca 处 理 下 上 调 差异 倍数 较 大 的 有 反 式 -2- 羟 基 肉 桂 酸 、N - 甲 基 - L-AE ATARI. D -天 冬 氮 酸 
和 L- 组 氨 酸 。 黄 酮 类 生物 合成 途径 涉及 25 种 代谢 物 ， 在 600 mmol-L* Ca 处 理 下 上 调 差异 倍 
数 较 大 的 有 牡 荆 素 4- O HAE. ERS. EPSP. NR BER O- C -葡萄 糖苷 、 榭 皮 
A 3- 芸 香 糖 苷 、 榭 皮 素 3- 半 乳糖 苷 、 杨 梅 素 3- 吡 喃 半 乳 糖 背 、 草 棉 黄 素 -3,8- 二 吡 喃 葡萄 糖苷 、 
洋 槐 昔 、 山 素 酚 -3- 葡 萄 糖苷 -3"- 鼠 李 糖 将 、 山 奈 酚 3- 葡 萄 糖苷 7- 鼠 李 糖 将 和 矢 车 菊 素 -3- O - 
葡萄 糖苷 ， 在 1 200 mmol L! Ca2 处 理 下 上 调 差异 倍数 较 大 的 有 牡 荆 素 4- O -葡萄 糖苷 、 木 犀 
草 素 6- C -葡萄 糖苷 、 柄 皮 素 3- 葡 萄 糖苷 、 柄 皮 素 3- 半 乳糖 苷 、 草 棉 黄 素 -3,8- 二 吡 喃 葡萄 糖苷、 
洋 槐 苷 、 山 奈 酚 3- 葡 萄 糖苷 7- 鼠 李 糖 苷 、 根 皮 苷 和 起 柄 花 素 〈 表 1)。 木 质 素 生物 合成 途径 涉 
及 4 种 代谢 物 , 在 600 mmol'L-1 Ca 并 处 理 下 上 调 差异 倍数 较 大 的 有 绿 原 酸 和 新 绿 原 酸 , 在 1 200 
mmol-L: Ca?”* 处 理 下 上 调 差 异 倍数 较 大 的 为 绿 原 酸 ( 表 1) 。 脂肪酸 代 谢 途 径 涉及 7 种 代谢 物 ， 
在 600 mmol-L'! Ca”* 处 理 下 上 调 差 异 倍数 较 大 的 为 125- 羟 基 -52Z,82Z,10E,142- 二 十 碳 四 烯 酸 ， 
在 1 200 mmol:L1 Ca”* 处 理 下 上 调 差 异 倍数 较 大 的 为 1- 油 酰基 - sn -甘油 -3- 磷 酸 乙 醇 胺 、 
(10E,152)-9,12,13- 三 羟基 十 八 碳 -10,15- 二 烯 酸 、125- 羟 基 -52Z,82Z,10E,142- 二 十 碳 四 燃 酸 和 9- 
羟基 -10E,122Z 十 八 碳 二 烯 酸 ( 表 1) 。 此 外 ， 其 他 类 代谢 物 有 8 种 。 


Br 


表 1 不 同比 较 组 表达 上 调 的 差异 代谢 物 


Table 1 Up-regulated differential expression metabolites in different groups 


L1 
L 600  200/ 
L 1 200 L1 200 
/LO LO » 
mu /L 600 L 600/ L 1200/ /L 600 
H A tis 
变化 ) 变 他 (倍数 变 LOP  L0C (P 值 ) 
CAS 号 代谢 物 化 ) 值 ) 值 ) L 1 
L600 L1 
CAS NO. Metabolites L 1200 L600/ L1200/ 200 
/ 工 0  200/ 
/L60 LO(P LOW /L 600 
(Fold LO 
(Fold valve) valve) (P 
change (Fold 
change) valve) 
) chang 
e) 
氨基 酸 代谢 (6) 
Amino acid metabolism (6) 
反 式 -2- 羟 基 肉 桂 酸 
614-60-8 trans-2-Hydroxycinnamic — 23.00 0.4 = 0.018 0.007 
acid 
N-P AE-L- ARR 
2566-30-5 8.27 0 = 0 0 E 
N-Methyl-L-phenylalanine 
1783-96-6 — D-X 54H? D-Asparticacid — 3.31 10.3 — 0 0 = 
7200-25-1  DL-## AE? DL-Arginine 1.62 3.30 2.04 0 0 0 
73-22-3 L- 色 和 氨 酸 L-Tryptophan — 1.56 = = 0.009 = 
71-00-1 L- 组 氨 酸 L-Histidine = 10.17 8.57 = 0 0 
黄酮 类 生物 合成 (25) 
Flavonoid biosynthesis (25) 
38953-85-4 ” 异 牡 荆 素 Isovitexin — 3.52 — — 0 — 
178468-00- — HEJ 4- O -葡萄 糖苷 
13.34 13.26 = 0.025 0.042 = 
3 Vitexin 4- O -glucoside 
17306-46-6 TRPE Rhoifolin 43135  — 0.47 0.001 — 0.011 
552-57-8 异 野 漆 树 昔 Isorhoifolin 31.76  — 0.39 0.001 = 0 
木犀 草 素 - 6 - C -葡萄 糖 昔 
4261-42-1 ] : 14.99 12.96 = 0.003 0 = 
Luteolin- 6 - C -glucoside 
木犀 草 素 -3,7- 二 - O - 葡 糖 昔 
52187-80-1 i . : 2.96 = 0.28 0 = 0 
Luteolin-3',7-di- O -glucoside 
木犀 草 素 -7- O -新 橙 皮 糖苷 
25694-72-8 Luteolin 7- O 2.69 = 0.34 0.002 = 0 
-neohesperidoside 
WER 3-A E 
153-18-4 E 1349 — 2.21 0 一 0.001 
Quercetin 3-rutinoside 
WR 3- 葡 萄 糖 童 
482-35-9 . . — 97.19 0.44 = 0 0 
Quercetin 3-glucoside 
482-36-0 WR 3- 半 乳糖 省 18.55 27.55 — 0 0 — 


Quercetin 3-galactoside 
杨梅 素 3- 吡 喃 半 乳 糖苷 
15648-86-9 Myricetin 221.70 一 = 0.013 = = 
3-galactopyranoside 
草 棉 黄 素 -3, 8- 二 吡 喃 葡萄 糖 


H 

99224-12-1 . i 25.82 5.29 0.2 0.005 0.019 0.003 
Herbacetin-3,8-diglucopyrano 
side 

301-19-9 yM Robinin 181.81 158.53 — 0.001 0.004 = 


山 泰 酚 -3- 葡 萄 糖苷-3"- 鼠 李 


BIA 


Hr 
H 


28447-29-2 12.18 m = 0.009 = = 
Kaempferol-3-glucoside-3"-rh 
amnoside 
山 奈 酚 3- 葡 萄 糖苷 7- 鼠 李 糖 

2392-95-2 tf Kaempferol 3-glucoside 7.05 6.64 = 0 0.038 = 


7-rhamnoside 


奈 酚 3- O - 木 糖苷 
61117-16-6 1.58 = 0.44 0 = 0 
Kaempferol 3- O -xyloside 


奈 酚 7- O -葡萄 糖苷 
16290-07-6 . 2.01 = 0.35 0 = 0 
Kaempferol 7- O -glucoside 


奈 酚 3- O -芸香 糖苷 


17650-84-9 : 1.70 0.62 0.36 0 0 0 
Kaempferol 3- O -rutinoside 
482-38-2 ASF Kaempferitrin 2.02 0.51 0.25 0.001 0 0 
= 480-16-0 桑 黄 素 Morin 0.62 2.31 3.46 0 0 0 
a 矢 车 菊 素 -3- O -葡萄 糖 音 
> 7084-24-4 oe . 17.13 = 1.77 0 = 0 
-一 Cyanidin-3- O -glucoside 
PN 15514-06-4 — 原 花 青 素 B2 Procyanidin B2 4.04 1.66 0.41 0 0 0 
37064-30-5 原 花 青 素 Cl ProcyanidinCl 2.59 — 0.48 0 — 0 
- 60-81-1 TR SEE Phlorizin — oo = = 0.014 = 
485-72-3 芳 柄 花 素 Formononetin 2.91 19.32 6.63 0 0 0 
木质 素 生 物 合成 (4) 
Lignin biosynthesis (4) 
327-97-9 绿 原 酸 Chlorogenic acid 87.53 40.83 0.47 0.009 0 0 
906-33-2 52.91 = 1.65 0.002 0.002 
Neochlorogenic acid 
501-98-4 Xt AM p-Coumaricacid 1.56 = = 0 = = 
对 香 豆 酰基 奎 宁 酸 
5746-55-4 一 2.27 0.08 = 0 0 


p-Coumaroylquinic acid 
脂肪 酸 代谢 (7) 
Fatty acid metabolism (7) 
1- 棕 榈 酰 - sn -甘油 -磷酸 胆 
17364-16-8 PÈ 1-Palmitoyl- sn 2.69 2.22 = 0.001 0 = 


-glycero-3-phosphocholine 
89576-29-4 ”1- 油 酰基 - sn -甘油 -3- 磷 酸 乙 4.61 17.37 3.77 0.002 0.006 0 


51146-90-8 


54397-83-0 


79551-86-3 


98524-19-7 


544-71-8 


其 他 (8) 
Other (8) 
107912-97- 
0 


693-23-2 


1069-03-0 
13382-27-9 


1454691-34 
-9 


2446-60-8 


490-54-0 
6915-15-7 


醇 胺 1-Oleoyl- sn 
-glycero-3-phosphoethanolam 
ine 
(10E,152)-9,12,13- 三 羟基 十 
八 碳 -10,15- 二 烯 酸 
(10E,152)-9,12,13-Trihydrox 


yoctadeca-10,15-dienoic acid 
12S-}£3£-5Z,8Z, 10E, 14Z-— 
十 矶 四 烯 酸 
12S-Hydroxy-52,82,10E,142- 


eicosatetraenoic acid 

20-3 TE ^E DURS BR 
20-Hydroxyarachidonic acid 
9- 羟 基 -10E,122 十 八 碳 二 烯 
10-9-Hydroxy-10£,12Z 


octadecadienoic acid 
9EALE 十 八 碳 二 烯 酸 
9E,11E-Octadecadienoic acid 


西伯 利 亚 远志 糖 AS 
Sibiricose A5 
十 二 烷 二 酸 
Dodecanedioic acid 
2- 酮 -3- 脱 氧 辛酸 
2-Keto-3-deoxyoctonic acid 
半 乳 糖 酸 Galactonic acid 
4- (DERAHE) -3- 甲 氧 
茶 甲 酸 


B 


4-(Hexopyranosyloxy)-3-met 
hoxybenzoic acid 

顺 式 - 木 犀 草 昔 
cis-Melilotoside 

海 生 菊 承 Maritimein 
DL- 苹 果 酸 DL-Malic acid 


2.16 


1.99 


4.03 


2.43 


2.45 


4.76 


2.56 


3.50 


14.14 


6.11 


1.81 


30.10 


592.54 
11.10 


4.18 


3.07 


2.7 


2.3 


0.6 


0.21 


7.62 
3.18 


= 0.024 = 
0.035 0.002 0.005 
0 一 0 

0 0 0 

0 0 0 
0.034 = - 

0 0 0 

0 0 = 

0 0 = 

0 E 0 

0 0 0 

E 0.031 0.043 
0 0 0 


表达 下 调 的 差异 代谢 物 ”如 表 2 所 示 , 与 对 照相 比 , 氨基 酸 类 代谢 物 有 1 种 。 黄 酮 类 化 合 


物 有 6 种 ， 其 


物 有 5 种 〈 表 2) 。 


， 山 奈 酚 3- O -AAIE — EL aS 
下 调 差 异 倍数 较 大 〈 表 2) 。 木 质 素 合成 途径 中 涉及 2 种 代谢 


皮 素 在 600 mmol L! Ca kht F 


Y R2) 。 此 外 ， 其 他 类 代谢 


表 2 不 同比 较 组 表达 下 调 的 差异 代谢 物 


Table 2 Down-regulated differential expression metabolites in different comparison groups 


L1 


L 1 
" 200 / 
L 600 200/ L1 200 
L 600 
vo E (倍数 L 600/ L_1200 
pe S] e MZ] H 一 pu 
(倍数 (倍数 L_600 
变化 LO(P /LO(P 
ui - 变化 ) ”变化 ) (P 值 ) 
CAS 号 ”代谢 物 Ll 值 ) 值 ) 
L600 L1 L1 
CAS NO. Metabolites T 一 200 L600/ L1200 一 
/ 工 0 200 / 200 
一 /L60 LO(P /LO(P 
(Fold LO /L_60 
0 valve) valve) 
chang (Fold 0 (P 
(Fold 
e) chang valve) 
chang 
e) 
e) 
氨基 酸 代谢 (1) 
Amino acid metabolism (1) 
D- 焦 谷 氨 酸 D-Pyroglutamic 
4042-36-8 = 0.41 2.91 = 0 0 
acid 
黄酮 类 生物 合成 (0) 
Flavonoid biosynthesis (6) 
480-18-2 ZAER Dihydroquercetin 0.6 0.32 0.54 0 0 0 
山 泰 酚 3- O -阿拉 伯 糖 昔 
99882-10-7 0.12 = 8.46 0 = 0 
Kaempferol 3- O -arabinoside 
二 氧 山 夺 酚 
480-20-6 0.12 0.74 0 E 0 
Dihydrokaempferol 
480-41-1 柚 皮 素 Naringenin 0.08 0.36 4.64 0 0 0 
14259-46-2 ATË Narirutin = 0.56 0.62 = 0 0 
FAKE FLAK 
970-74-1 0.56 0.32 0.58 0 0 0 
Epigallocatechin 
木质 素 生 物 合成 (2) 
Lignin biosynthesis (2) 
530-59-6 反 式 芥 酸 Trans-sinapic acid 0.6 = = 0 - 
71-95-2 Æ HR Quinic acid = 0.61 0.59 B 0 0 
其 他 (5) 
Other (5) 
112-84-5 芥 酸 酰 胺 Erucamide = 047 054  — 0 0 
6- (ZEAE) -2- 蔡 甲酸 
17295-26-0 0.54 0.3 0.55 0 0 0 
6-(Acetyloxy)-2-naphthoic acid 
41756-77-8 ZAH Dihydrophaseic acid — 0.06 0.19 3.39 0 0.018 0 
15664-29-6 LEKI ZRH a Pheophorbidea 0.5 — 2.98 0 — 0 
[RI SCA FF RE 
487-70-7 — 0.51 = E 0 = 
Phloroglucinocarboxaldehyde 
3 讨论 


3.1 Ca* 胁 迫 对 木质 素 合成 的 影响 


木质 素 不 仅 为 植物 生长 的 机 械 支 撑 所 需 , 同时 也 是 水 和 营养 物质 的 长 距离 运输 所 必需 的 ， 
此 外 还 有 助 于 植物 应 对 非 生 物 和 生物 胁迫 (Nakabayashi & Saito, 2015; Zhao, 2016)。 外 源 施 
加 对 香 豆 酸 能 够 显著 增加 英 欧 鼠 尾 草 (Salvia hispanica) + RARI at CNkomo et al., 2019). 
同时 , SERIE Be 9 ENA (Amaranthus tricolor) 中 对 香 豆 酸 含量 的 增加 (Sarker & Oba, 2018). 
而 本 文 研究 结果 也 显示 在 600 mmol L^! Ca 关 处 理 下 榭 蕨 根茎 中 对 香 豆 酸 含量 是 增加 的 ( 表 1)。 
因此 , 在 胁迫 环境 下 , 植物 可 能 通过 促进 对 香 豆 酸 的 合成 并 进一步 诱导 肤 所 酸 含量 的 增加 以 
保护 生物 膜 免 受 损伤 (Nkomo etal., 2019)。 对 香 豆 酸 和 对 香 豆 油 酰 奎 宁 酸 是 绿 原 酸 合成 途 
径 上 游 的 中 间 产 物 (Soviguidi et al., 2022 )。Chen 等 (2021) 对 盐 胁 迫 和 干旱 胁迫 下 茶 (Camellia 
sinensis var. Sinensis cv. Shuchazao) 进行 转录 组 分 析 发 现 ， 羟 基 肉 桂 酰 转移 酶 〈 催 化 对 香 豆 
油 栈 硅 宁 酸 的 生成 ) 基因 ACT 表达 量 显著 上 调 。 本 文 结果 也 显示 榭 亥 根茎 中 对 香 豆 油 酰 奎 
宁 酸 在 1 200 mmol L! Ca 处理 下 含量 是 增加 的 ( 表 1)。 外 源 施 加 绿 原 酸 能 够 有 效 地 减少 氧 
化 胁迫 下 苹果 (Malus pumila) 叶 细 胞 膜 损 伤 和 脂 质 氧化 ， 并 刺激 抗 氧化 酶 和 多 酚 氧 化 酶 活 
性 (Mei et aL, 2020). 同时 ,内 源 性 的 绿 原 酸 能 够 显著 增强 菊花 (Chrysanthemum morifolium) 
的 抗 氧化 能 力 (Hodaei et al., 2018). 此外， 盐 胁 迫 下 金银花 (Lonicera japonica) 叶片 中 (Yan 
et al., 2016) 和 干旱 胁迫 下 刺 苞 菜 蓟 (Cynara cardunculus var. scolymus ) 中 (Nouraei et al., 2018) 
~ 的 绿 原 酸 的 含量 显著 增加 。 本 文 结果 显示 绿 原 酸 含量 在 钙 胁 迫 下 也 是 显著 增加 的 ， 表 明 绿 原 
e 酸 可 能 作为 抗 氧化 剂 ， 通过 增强 抗 氧化 能 力 来 保护 植物 免 受 氧化 胁迫 (Mei et al., 2020)。 此 
: 外 , 我 们 的 结果 显示 新 绿 原 酸 在 600 mmol- L? Ca 处 理 下 含量 是 增加 的 ( 表 1)。Cai 4$ (2021) 
出 发 现 盐 胁 迫 下 金银花 中 的 新 绿 原 酸 售 量 增加 , 表明 新 绿 原 酸 对 适应 盐 胁 迫 具 有 一 定 的 作用 。 
以 上 分 析 表 明 ， 木 质 素 合成 途径 在 植物 适应 逆境 胁迫 过 程 中 发 挥 着 重要 的 作用 。 同 时， 也 有 
研究 认为 木质 素 沉积 能 促进 细胞 壁 增 厚 ,， 有 助 于 植物 对 抗 干 旱 胁迫 、 盐 胁迫 和 冷 胁迫 (Dong 
& Lin, 2021)。 因 此 ， 榭 艾 根 茎 可 能 也 通过 以 上 途径 适应 钙 胁 迫 。 
3.2 Ca”! 胁 迫 对 黄酮 类 化 合 物 合成 的 影响 
盐 、 干 旱 和 极端 温度 等 非 生物 胁迫 会 导致 活 性 氧 自由 基 (ROS) 的 积累 ， 从 而 对 植物 细 
胞 造成 氧化 损伤 , 而 黄酮 类 化 合 物 作为 抗 氧化 剂 可 以 减少 氧化 损伤 (Nakabayashi et al., 2014; 
Jiang et al., 2016)。 研 究 表 明 ， 黄 酮 类 化 合 物 处 理 可 以 减轻 盐 胁 迫 和 干旱 胁迫 对 水 稳 、 豆 类 
^ 和 烟草 的 氧化 损伤 CChen et al., 2019; Zhan et al., 2019; Yildiztugay et al., 2020). 。 地 面 芦笋 
(Asparagus aethiopicus) 中 洋 槐 昔 、 疡 丁 和 齐 荣 素 含量 在 盐 胁迫 下 显著 增加 〈Al-Ghamdi & 
‘= Elansary, 2018). HRF, Ate PER R, ARERR, SRR AURA A eT BE P hu 
O 增加 (Hodaei et al., 2018). JES, BE CPrunus persica) 'FILÆR, WER-3- TE, Wise 
素 -3- 葡 萄 糖苷 和 山 奈 酚 -3- 芦 丁 昔 的 含量 在 冷 胁 迫 下 也 是 增加 的 〈《Wang et al., 2019). AIH 
究 结果 显示 ， 与 对 照相 比 ， 在 600 mmol-L! Ca2 处 理 下 ， 榭 蕨 根茎 中 有 21 种 黄酮 类 化 合 物 
含量 增加 ; 在 1 200 mmol-L^ Ca? EE F, HARE PA 12 种 黄酮 类 化 合 物 含量 增加 ( 表 1)。 
这 些 结果 表明 ，Ca** 胁 迫 促进 了 榭 芯 根 茎 中 黄酮 类 化 合 物 的 生物 合成 ， 旦 榭 芯 可 以 通过 黄酮 
类 化 合 物 清除 ROS 来 减轻 氧化 损伤 ， 从 而 增强 对 Ca”* 胁 迫 的 抗 性 。 
3.3 Ca”* 胁 迫 对 氨基 酸 代谢 的 影响 
先前 的 研究 表明 , 氨基 酸 代 谢 在 植物 生长 、 发 育 和 对 非 生 物 胁 迫 的 响应 中 发 挥 重 要 作用 
(Yu & Wang, 2016; Peng et al., 2019) 。 我 们 的 结果 显示 ， 与 对 照 组 相 比 ， 反 式 -2- 羟 基 肉 桂 
酸 在 1200 mmol: L! Ca2 处 理 下 含量 增加 (XE 1) 。 反 式 -2- 羟 基 肉 桂 酸 是 葵 丙 氨 酸 代谢 的 中 
间 产 物 ， 具 有 一 定 的 抗 氧化 活性 ， 可 能 在 清除 ROS 中 发 挥 作用 (Sharma & Singh, 2012) 。 
与 对 照相 比 ，N- 甲 基 - L-E WARE 600 和 1 200 mmol L! Ca* 含 量 增加 ( 表 1) 。 这 些 结果 
表明 葵 丙 氮 酸 代谢 在 榭 蕨 根茎 应 对 Ca* 胁 迫 中 可 能 发 挥 着 重要 的 作用 。 我 们 的 结果 还 显示 ， 
L- 组 氨 酸 和 工 - 色 氨 酸 在 1 200 mmol-L Ca”* 处 理 下 含量 增加 , 同时 DL- 精 氨 酸 和 D- 天 冬 氨 酸 
在 600 FH 1 200 mmol-L! Ca”* 处 理 下 含量 增加 CE DD . RAAF (2022) 发 现 工 - 色 氮 酸 是 


= 


Chinay n pe 
ChinaX iv 合 


'— HB TII 
F BH ry 


^E ifft. (Dendrobium sinense) 氨基 酸 代谢 中 响应 干旱 胁迫 的 关键 物质 ， 同 时 认为 多 种 氨基 
酸 在 干旱 胁迫 下 含量 增加 可 能 在 调节 渗透 平衡 中 发 挥 重要 人 作用。 此外， 高 龙 飞 等 (2022) 在 
WSS ERP BEBE (Vaccinium spp.) 叶片 代谢 组 学 变化 时 发 现 ， 有 5 条 氨基 酸 类 代谢 途径 
受到 影响 。 因 此 , 在 Ca 胁迫 下 ， 榭 蕨 根茎 中 以 上 几 种 氨基 酸 的 含量 增加 可 能 在 渗透 调节 方 
面 发 挥 重要 作用 以 增强 对 Ca GE Bii TE s 
3.4 Ca" 胁迫 对 脂肪 酸 代谢 的 影响 
脂肪 酸 及 其 衍生 物 除 了 储存 能 量 之 外 ， 在 植物 应 对 非 生物 胁迫 的 抗 性 中 发 挥 重要 作用 ， 
作为 重要 的 细胞 膜 成 分 , 多 不 饱和 脂肪 酸 对 维持 和 调节 正常 细胞 的 生物 学 功能 起 着 重要 作用 
(Wang et al., 2022) 。o-6 和 w-3 去 饱和 酶 是 重要 的 脂肪 酸 去 饱和 酶 , 在 亚 油 酸 (18:2 和 18:3) 
生物 合成 中 具有 关键 作用 ， 后 者 是 植物 膜 的 重要 组 成 部 分 。 脂 肪 酸 去 饱和 酶 2 (FAD2) 和 
FAD6 属于 o-6 去 饱和 酶 ， 可 以 在 内 质 网 (ER) 和 质 体 中 合成 二 烯 脂肪 酸 (Sui etal., 2018) 。 
盐 胁迫 下 ,FAD2 和 FAD6 在 拟 南 芥 (4rapidopsis thaliana) 幼 苗 中 表达 上 调 (Feng et al., 2017). 
同时 ， 盐 胁迫 下 亚 油 酸 含量 在 欧洲 油菜 (Brassica napus) 根 中 显著 增加 CWang et al., 2022). 
与 野生 型 植物 相 比 , 转基因 烟草 中 过 表达 FAD3 或 FADS 均 表 现 出 对 于 旱 和 渗透 胁迫 的 耐 受 
性 增强 (Zhang et al., 2005) 。 我 们 结果 显示 在 600 mmol L! Ca? IIb ZB EF, Hip ERU 3 
种 不 饱和 脂肪 酸 含量 增加 ; 在 1200 mmol LI Ca 处理 下 ， 榭 蕨 根茎 中 有 4 种 不 饱和 脂肪 酸 
含量 增加 ， 同 时 ，!1 种 磷酸 胆 碱 和 1 种 磷酸 乙醇 胺 在 600 和 1 200 mmol- L! Ca? 438 F5 
JH CD 。 胆 碱 是 植物 合成 磷脂 酰 胆 碱 的 重要 代谢 物 〈Lin et al., 2015) 。 磷 酸 乙醇 胶 
可 转化 为 磷脂 酰 乙醇 腕 ， 也 可 甲 基 化 生成 磷酸 胆 碱 ,磷酸 胆 碱 又 可 转化 为 胆 碱 CNiu et al., 
2018) 。 此 外 ， 胆 碱 经 两 步 氧 化 后 可 生成 甜菜 碱 CRathinasabapathi et al., 1997) ， 而 甜菜 碱 
具有 较 强 的 抗 渗 性 能 (Rhodes & Hanson, 1993) 。 这 些 结果 表明 ，Ca 关 胁迫 下 ， 不 饱和 脂肪 
酸 含量 的 增加 有 助 于 膜 的 稳定 , 同时 磷酸 乙醇 胺 和 磷酸 胆 碱 的 增加 可 能 在 渗透 调节 方面 发 挥 
重要 作用 。 
3.5 Ca 对 + 胁迫 对 桥 蕨 根 共有 效 成 分 含量 的 影响 
中 华人 民 共 和 国药 典 “2020〉 以 有 效 成 分 柚 皮 苷 含量 评价 榭 芯 药 材 的 质量 。 黄 春江 等 
(20200 在 评价 树 生 和 石生 榭 芯 药 材质 量 时 ， 有 效 成 分 方面 也 采用 柚 皮 苷 含量 比较 的 方式 。 
党 友 超 等 (2022) 测定 了 树 生 和 石生 两 种 生境 80 批 榭 蕨 药材 的 原 儿 茶 酸 、 表 儿 茶 素 、 新 北 
= FER. KRHA MABE PET A eT, 认为 以 上 几 种 黄酮 类 化 合 物 作为 
一 药材 化 学 成 分 的 功效 与 榭 蕨 药材 〈 骨 碎 补 ) 的 传统 功效 相符 。 可 见 ， 栅 蕨 药材 中 的 黄酮 类 化 
oO 合 物 多 为 有 效 成 分 , 因而 以 黄酮 化 合 物 的 含量 评价 药材 的 质量 具有 一 定 的 可 操作 性 。 研 究 表 
Hj, 异 牧 豆 树 Prosopis farcta) 中 柚 皮 素 和 木犀 草 素 的 含量 在 铅 (Pb ) 胁迫 下 显著 增加 (Zafari 
et al., 2016)。 同 时 ， 和 葡萄 (Vitis vinifera) 中 表 儿 茶 素 含 量 (Griesser et al., 2015) 在 干旱 胁 
迫 下 显著 增加 。 此 外 ， 兵 豆 (Lens culinaris) 中 柚 皮 素 含量 在 热 胁 迫 下 增加 (Swieca, 2015). 
本 研究 中 ， 钙 胁迫 下 榭 蕨 根茎 中 有 25 种 黄酮 化 合 物 的 含量 有 不 同 程度 的 增加 ， 表 明 药 材 的 
质量 在 一 定 范围 内 Ca”* 含 量 的 土壤 中 可 能 随 着 钙 含 量 的 增加 质量 有 所 提升 。 当 然 , 对 于 药材 
质量 影响 ， 还 有 待 进一步 深入 的 研究 。 


4 结论 


榭 蕨 根茎 可 能 通过 合成 木质 素 促进 细胞 壁 增 厚 、 通 过 合成 黄酮 类 代谢 物 清除 ROS 来 减 
轻 氧化 损伤 、 通 过 合成 氨基 酸 调节 渗透 平衡 和 通过 合成 不 饱和 脂肪 酸 维持 生物 膜 的 稳定 等 方 
式 适 应 喀斯特 土壤 高 钙 环境 。 高 浓度 Ca 能 够 促进 榭 蕨 根茎 中 多 种 黄酮 类 代谢 物 的 合成 ,而 
黄酮 类 代谢 物 含量 多 作为 评价 榭 蕨 药材 〈 骨 碎 补 ) 质量 的 指标 成 分 ， 因 此 在 人 工 栽 培 榭 蕨 过 
程 中 适当 增加 土壤 Ca 含量 可 能 有 助 于 改善 药材 质量 。 
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